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 Polymerase chain reaction single strand conformation polymorphism (PCR-SSCP) analysis is 
a rapid and sensitive method to identify point mutations in a given sequence of genomic DNA. 
We tried to apply the PCR-SSCP to the diagnosis of adenine phosphoribosyltransferase (APRT) 
deficiency, which is an autosomal recessive hereditary disease leading to 2,8-dihydroxyadenine 
urolithiasis. Genomic APRT genes, with or without mutations, were amplified and labeled simul-
taneously with  32P-dCTP by PCR. When run in a 6% polyacrylamide gel containing 10% glycerol, 
two types of mutant genes, APRT*Q0 and  APRT*  J, gave bands clearly distinct from those of 
the respective normal APRT genes. Since heterozygotes as well as homozygotes for these mutant 
APRT genes can be detected in 2 days, PCR-SSCP should be a valuable method in the 
diagnosis of APRT deficiency and in screening a large population for APRT mutant genes. 
                                                   (Acta Urol. Jpn. 38: 641-645,1992) 
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緒 言
Adeninephosphoribosyltransfcrase(APR.T)
欠 損症 は 日本 人 で は 最 も頻 度 の 高 い常 染 色 体 劣 性 遺伝
病 の1つ で あ る.正 常 で はAPRTに よ りアデ ニ ンは
AMPに 変 換 され る がAPRTの 欠 損 に よ りアデ ニ ン
の代 謝 が障 害 され る とAMPの 代 わ りに2,8-dihy-
droxyadenine(DHA)がつ く られ る(Fig.1).尿
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な点 突 然 変 異 検 出 法 と してpolymerascchainreac-
tion-singlestrandconformationpolymorphism
(PCR-SSCP)解析 が報 告 され た6).今回 わ れわ れ は
APRT*J,APRT*Qoの検 出 にPCR-ssCP法 が応
用 で き るか ど うか検 討 を加 え た 結果,こ の方 法 は ス ク
ー ニ ング検 査 法 と して 有 用 で あ る とい う結 論 を え た の
で報 告 す る.
対 象 と 方 法
1.対 象
塩 基 配 列 決定 法 に よ りAPRT*Jの ホ モ接 合体(J/
J)で あ る こ とが 判 明 して い るAPRT欠 損症 の患 老,
APRT*Jの ヘ テ ロ接 合 体(J/l)の保 因老,APRT*
QOの ヘ テ ロ接 合 体 の 保 因 者(QO/l)お よ び 正 常 人
(1/1)を対 象 に した.
2.DNA抽 出
ヘ パ リン採 血 した 血 液5m】 に5mlの10mM
TrispH7.5,10mMKC且,10mMMgCl2と120μ1
の ノニ デ ッ トP-40を加 え,2,000回転 で10分間 遠 心
した.沈 澱 物 を800μ1の10mMTrispH7.5,!O
mMKCl,10mMMgC12,0.5MNaCl,0.5%Na-
DodSO4,2mMEDTAで 溶 解 した 後2μ1のpro-
teinaseK(20mg/20ml)を加 え370cで4時 間 イ ン
キ ュベ ー トした。 フ ェ ノ ール 抽 出後 エ タ ノ ール 沈澱 を
行 いDNAを 抽 出 した7).
3.PCR-SSCP法 の原 理
解 析 した い遺 伝 子 領域 を100～400塩基 対程 度 の範
囲 でP-dCTPの 存 在下 でPCR法 を 行 い,増 幅 とア
イ ソ トー プ標 識 を行 う.2本 鎖DNA(セ ンス鎖 と ア
ンチ セ ン ス鎖)を 加熱 変 性 させ 相 補 鎖 が 再 会 貿 しな い
条 件 で 温 度 を下 げ る と,1本 鎖DNA上 に あ る相 補
的 な 塩 基 ど う しで水 素結 合 を す る.そ の た め そ 脚 そ れ
の1本 鎖DNAは,そ の 塩 基 配 列 に 特 異 的 な 立 体 構
造 を とる.点 突 然 変 異 な どに よ り塩 基 配 列 が 微 少 に 変
化 した場 合 で も立 体 構 造 が 変 化す る た め,変 異遺 伝 子
は ゲル電 気 泳 動 上 正 常 とは 異 な った移 動 度 を示 す.ホ
モ接 合体 で は セ ンス鎖 とア ンチ セ ンス鎖 は 相補 的 な塩
基 配 列 であ り,1本鎖DNAの 塩 基 配 列 と して は異 な
って い るた め に 両者 は 異 な る移 動 度 を示 し,才 一 トラ
ジオ グ ラ フ ヒ2本 の パ ン ドが 検 出 され る.ヘ テ ロ接 合
体 は 適 当 な 条 件 では 正 常 と変 異 遺 伝 子 そ れ ぞれ の セ ン
ス鎖 ア ンチ セ ンス 鎖 に よ り4本 のパ ン ドが 検 出 され る.
4.PCR法
今回 対 象 に したAPRT*Jの ホ モ 接 合 体 の 患 者 は 第
5エ ク ソ ン内 の コ ドン136番がATGか らACGに
変 異 して い る こ とが 判 明 して い る.そ こで 」型 検 出用
の プ ライ マ ー と しては5'-CTGCTCTCTGCAGCC-
CAGGCCA-3'(2597-2618塩基i)8)と5'-TGGGATC-
CAGCTGGAGAAGATGTTG-3'(2829-2808塩
基)8)を使 用 した,ま たAPRT*QOの 保 因者 は 第3
エ ク ソ ン内 の コ ドン98番がTGGか らTGAに 変異
しコ ドン99番がGCCか らGCTに 変 異 して い る こ
とが 判 明 して い る ので,qo型 検 出用 の プ ラ イマ ー
は5'-TCACTTACGCTGACAGGCCTAGA-3'
(1915-1937塩基)8)と5'-GCCTGGGAAGGCCTT-
TTAGAACT。3'(2148-2126塩基)8)を使 用 した.こ れ
ら4種 類 の プ ライ マ ーは オ リゴ ヌ ク レオ チ ド合 成 機
(ファーマ シ ア社)に よ り作 成 した.DNA200ng,4
種 の デ オ シ ヌ ク レオ チ ド各200μM,プ ラ イ マ ー各50
ng,Taqポ リ{ラ ー ゼ1unit(プ ロメ ガ社),32P-
dCTP(3,000Ci/mmol,IOmCi/ml,ICN社)0.5
μ1を,Taqポ リメ ラ ー ゼに 添 付 の 緩 衝 液 で20μ1の
反 応液 と し,94度2分,65度2分,72度3分 で35サイ
クルPCRを 行 った.
5.SSCP法
PCR反 応 液 を0.1%NaDodSO4,20mMEDTA,
O.05%bromphenolbtue,0.05%xylenecyanolで
10倍に 希 釈 後,95%formamide,20mMEDTA,
O.05%bromphenolblue,O・05%xylenecyano1で
さ らに10倍に 希 釈 した ものか ら2μ1を と り20×40
cm,厚 さ0.035cm(0.35mm)のゲル で電 気泳 動 し
た.ゲ ル は6%,7.5%お よび9%ア ク リル ア ミ ド
ビス(49:1)を 用 い,場 合 に よ り10%グ リセ ロ ー ル
を 添 加 した.緩 衝 液 は1×TBE・ ゲル の 両 面 か ら シ ロ
ノコフ ァ ンで 送 風 し5～40wの 定 電 点 で,XvTene
金 子,ほ か ・APRT欠 損症 ・PCR-SSCP解析
cyanolがゲ ルの 下 端 よ り10cmの 位 置 に くる ま で電
気 泳 動 した.ゲ ルを ゲル ドライ ヤ ーで 乾 燥 させ た の ち
増 感 紙 を 入 れ 一80。Cで一 晩 オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィー
を行 った,
結 果
1.グ リセ ロー ル添 加 の影 響
6%ア ク リル ア ミ ドの ゲルに10%グ リセ ロ ール を添
加 した もの と添 加 しな い もの に 同 じサ ソプル を のせ て
10wの 定電 力 で電 気 泳 動 した.Fig。2に み られ る よ
うに グ リセ ロー ルを 添 加 しな い 場 合 に は ホ モ 接 合 体
(J/J,1/1)でも2本 のバ ソ ドの分 離 が 明 瞭 で は なか っ
た,グ リセ ロー ルの 添 加 に よ り変 異 遺 伝 子 の解 像 度は
向上 し,2本 のバ ン ドが認 め られ る よ うに な った.そ
こで 以 後 は10%の グ リセ ロ ール を添 加 した 条件 下 で実
験 を 行 った。



























































10%のグ リセ ロ ール を添 加 した6%,7.5%,9%
の ゲ ル で比 較 した と ころ,7.5%,9%の ゲ ルで は,
正 常遺 伝 子 とAPRT*J,APRT*QO遺 伝 子 との泳 動
度 の違 い を 検 出す る こ とは で きな か った(Fig.3).
3.電 力 の影 響
10%のグ リセ ロー ルを 添 加 した6%の ゲ ルを 使 い 両
面 か ら シ ロ ッ コ フ ァ ンを あ て 送風 しなが ら,そ れ ぞれ
5W,10W,40Wの 異 な る電 気 で泳 動 した もの を 比
較 した.Fig.4の よ う10Wの 電 力 で 最 も解 像 度 が
高 か った.
4.APRT変 異 の検 出
以 上 の結 果 に も とつ い て,6%の ゲル,10%グ リセ
ロー ル添 加 ,lowの 泳 動 の条 件 下 でAPRT*Jの 解
析 を 行 った.Fig.5,左半 に 示 す よ うに正 常(1/1)で
はバ ン ド② と④ の2本,ホ モ接 合 体(JIJ)で はバ ン









































































ブPッ ト法はゲノムDNAの 一部をPCR法 を用い
て増幅し,そのような条件でハイブリダイゼーション





















法は迅速性,簡 便 性の上からホセ1妾合体や ヘ テ・
接合体のスクリーニング検査に有用であ り・未知の変
異遺伝子を検出することも可能であると期待舗 る.
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